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RESUME 
Ce document presente les notions de base permettant la conception d'un systeme de 
biodetection reposant sur la resonance des plasmons de surface. II expose ensuite les grandes 
etapes de la conception du systeme, sa caracterisation, de meme que son application a la 
mesure de l'activite cellulaire. 
Plus particulierement, un systeme de biodetection base sur la resonance des plasmons de 
surface a ete concu et realise. Ce systeme, integrant deux types de detection, soit la 
modulation de Tangle de couplage aux plasmons de surface ainsi que la modulation de 
l'intensite d'un laser reflechi sur le substrat, a ete fabrique sous la forme d'un goniometre 
vertical. Un prisme sur lequel etait depose le substrat assurait le couplage de ce dernier avec 
un laser, permettant la mesure de la resonance des plasmons de surface. Ce systeme a ete 
caracterise quant a sa fidelite, sa sensibilite, sa plage dynamique et sa resolution. 
Finalement, le systeme a ete applique a la mesure de l'activite de cellules vivantes induite par 
Tinjection d'agents reconnus pour leur effet sur la morphologie des cellules. Cette application 
demontre qu'un biocapteur a large plage de detection peut etre forme par la combinaison de la 
resonance des plasmons de surface et d'une monocouche de cellules vivantes. Ce biocapteur 
permet de detecter en temps reel des agents chimiques ou biologiques induisant des 
changements morphologiques dans la cellule. 
Mots-cles : Plasmon de surface, SPR, cellules, biocapteur, biodetection. 
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1 INTRODUCTION 
1.1 Mise en contexte 
Dans plusieurs domaines tels la sante, 1'alimentation et l'environnement, on denote un besoin 
pour une detection de la presence de certains composants retrouves en tres faible 
concentration. Pour repondre a ce besoin, la recherche est en effervescence pour elaborer le 
design de biocapteurs et de capteurs de toxicite. Selon la revue Biosensors and Bioelectronics, 
un biocapteur est defini comme etant « un dispositif analytique incorporant un materiel 
biologique, un materiel derive biologiquement ou une biomimetique intimement associe ou 
integre a un transducteur physicochimique ou microsysteme de transduction, pouvant etre 
optique, electrochimique, thermometrique, piezoelectrique, magnetique ou 
micromecanique {Guide for authors, 2007]». 
Plusieurs systemes de detection se livrent competition pour fournir des dispositifs offrant la 
resolution des meilleures techniques de laboratoire, tout en etant compacts, simples d'emploi 
et economiques afin de permettre leur utilisation en clinique, chez le patient ou sur le terrain. 
Les capteurs employant une detection optique sont parmi les candidats les plus prometteurs. 
Utilises de plus en plus couramment en laboratoire, certains sont meme disponibles 
commercialement, en particulier les capteurs par resonance de plasmons de surface (SPR). 
Phenomene d'abord decouvert en 1902 par Wood comme une anomalie dans un reseau de 
diffraction [WOOD, 1902], la SPR n'a commence a etre appliquee qu'en 1982 a l'analyse de 
reactions biomoleculaires. [NYLANDER et coll., 1982, LIEDBERG et coll., 1983, 
LIEDBERG et coll., 1995]. La SPR est maintenant une technique de laboratoire utilisee 
couramment et plusieurs plates-formes SPR sont disponibles commercialement, tels les 
systemes de Biacore ou le SPREETA de Sensata Technologies, offrant aux chercheurs en 
chimie et pharmacologic des possibilites de detection et d'analyse de plus en plus 
sophistiquees. 
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La SPR est normalement employee dans 1'etude des cinetiques de reactions ou pour 
caracteriser des liaisons moleculaires specifiques, puisqu'elle demontre une bonne sensibilite 
a mesurer de faibles changements de masse sur la surface du substrat, sans necessiter l'emploi 
d'agents de marquage [MULLETT et coll., 2000]. Pour ce faire, la surface du substrat est 
generalement fonctionnalisee, c'est-a-dire traitee chimiquement ou biologiquement, pour la 
rendre sensible a un type de molecule specifique. 
Meme si elle est principalement utilisee pour l'etude d'interactions biomoleculaires, la SPR a 
aussi ete employee pour etudier des phenomenes physiologiques isoles des systemes 
cellulaires, par exemple les interactions entre proteines et membrane cellulaire [BESENICAR 
et coll., 2006], Pattachement de l'actine et la myosine dans des sarcomeres intactes [TONG et 
coll., 2001] ou la croissance d'une membrane de phospholipides [LIRTSMAN et coll., 2005]. 
Recemment, la SPR a ete appliquee au suivi en temps reel de cellules vivantes afin d'identifier 
des processus moleculaires [YANASE et coll., 2007, HIDE et coll., 2002]. Elle a aussi ete 
appliquee a la detection de la coagulation sanguine et de 1'adhesion des plaquettes sous 
conditions de debit physiologique [HANSSON et coll., 2007]. Finalement, la SPR infrarouge 
a aussi permis le suivi de renrichissement et de l'appauvrissement du niveau de cholesterol 
dans le plasma membranaire de cellules vivantes [ZIBLAT et coll., 2006]. 
Les resultats des etudes precedentes demontrent done que l'activite cellulaire peut etre refletee 
par les mesures de resonance des plasmons de surface. Normalement, l'activite cellulaire est 
identified grace a la microscopie conventionnelle ou la mesure de l'impedance electrique 
cellule substrat. Or, ces methodes demontrent certains desavantages, notamment la difficulte 
d'identifier une activation cellulaire par microscopie ou la detection invasive pour 
l'impedance electrique. Outre sa grande sensibilite et sa detection non invasive, un avantage 
de pouvoir employer la resonance des plasmons de surface pour mesurer l'activite cellulaire 
est sa simplicite de mise en oeuvre. 
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II serait done possible d'utiliser une population de cellules vivantes comme rapporteur et 
d'evaluer, grace a la resonance des plasmons de surface, comment ces cellules repondent a 
leur environnement. L'application ici est done la combinaison de la resonance des plasmons 
de surface avec une monocouche de cellules vivantes pour creer un biocapteur permettant la 
detection d'une multitude de stimuli cellulaires, dans le but de determiner la toxicite d'un 
milieu ou la presence de composes actifs. 
1.2 Objectifs de I'etude 
Dans ce contexte, I'etude suivante aura pour but de : 
1) Developper un systeme de detection par resonance de plasmons de surface. Ce dispositif 
devra etre flexible pour permettre des etudes futures sur differents substrats et pour analyser 
diverses reactions moleculaires. La conception du systeme devra en faciliter les modifications 
futures afin de 1'employer comme plate-forme de developpement de nouvelles applications. 
2) Tester le systeme et le caracteriser en terme de linearite, sensibilite et limite de detection 
par I'etude de solutions connues. 
3) Employer le systeme a la^  mesure d'activite cellulaire suivant une activation specifique et 
valider les reponses obtenues avec les changements de morphologie cellulaire demontres par 
la microscopie a contraste de phase. 
1.3 Methodologie 
La methodologie retenue pour effectuer la presente etude sera d'abord de concevoir le systeme 
de detection par resonance de plasmons de surface. Des specifications de conception claires 
seront elaborees. Sa conception devra etre flexible pour permettre de l'employer comme plate-
forme de detection, tant pour evaluer l'activite d'une monocouche cellulaire que pour etudier 
des reactions moleculaires. 
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Ensuite, le systeme devra etre caracterise a l'aide de solutions d'indices de refraction connus. 
La SPR etant une technique de detection optique reposant sur la mesure des indices de 
refraction en surface, cette caracterisation devra permettre de quantifier la sensibilite et la 
limite de resolution de l'appareil de mesure. L'appareil sera ensuite employe pour caracteriser 
une reaction biomoleculaire, soit l'adhesion d'une bradykinine modifiee sur une cysteine par 
voie de ligation chimique native catalysee. Cette caracterisation permettra de valider l'appareil 
pour l'etude de reactions moleculaires. 
Des substrats SPR serviront ensuite de support a la croissance d'une monocouche cellulaire et 
permettront d'etudier en temps reel l'activation de cellules vivantes suite a l'ajout de stimuli 
de types differents, soit une endotoxine provenant d'une souche bacterienne, un compose 
chimique toxique ainsi qu'un agoniste physiologique. La reponse obtenue par le systeme 
developpe sera validee grace a la microscopie a contraste de phase, permettant ainsi de 
demontrer que le dispositif con9u permet de mesurer en temps reel l'activite cellulaire. 
1.4 Elaboration des specifications 
Le systeme de detection par resonance des plasmons de surface doit etre applique a la mesure 
d'activite cellulaire. Cependant, sa conception doit demontrer une grande flexibilite pour que 
le systeme puisse servir de plate-forme de caracterisation de reactions moleculaires diverses 
ou de types de substrats differents. Les specifications de conception du systeme sont done les 
suivantes : 
1.4.1 Sensibilite 
Le systeme doit demontrer une grande sensibilite et resolution. II doit de plus etre muni 
d'outils de calibration pour assurer la reproductibilite des mesures. 
1.4.2 Flexibilite 
II doit permettre l'emploi de substrats de taille et d'indice de refraction differents. II doit etre 
suffisamment modulaire pour permettre l'emploi de sources d'excitation differentes. 




Les substrats doivent etre stables pour permettre la reproductibilite des mesures. lis doivent 
aussi etre compatibles avec les techniques de sterilisation conventionnelles pour permettre la 
croissance d'une population de cellules. 
1.4.4 Fluidique 
Le systeme doit comporter une cellule fluidique permettant d'exposer le substrat aux reactifs a 
etudier. Cette cellule fluidique doit pouvoir etre employee avec des composes couramment 
utilises en chimie, notamment l'ethanol, le methanol, le dichloromethane, l'acide 
trifluoroacetique et le dimethylformamide. Le design doit aussi etre simple a nettoyer et facile 
a installer sur de nouveaux substrats, tout en etant completement etanche. 
1.4.5 Utilisation 
Le systeme doit etre simple d'emploi afin de permettre son utilisation par des chimistes et 
pharmacologues suite a une courte formation. II doit done etre entierement automatise et muni 
d'outils d'analyse des resultats. 
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2 THEORIE 
2.1 Plasmon de surface: definition 
Un plasmon de surface est une oscillation de la densite des charges electromagnetiques a 
l'interface entre un metal et un dielectrique. L'onde se propage de facon non radiative en 
surface, le long de l'interface metal - dielectrique [COLLINGS et coll., 1997]. Un plasmon de 
surface est excite en resonance par un rayon lumineux de polarisation transverse magnetique 
(TM) lorsque les quantites de mouvements sont equivalentes [MELENDEZ et coll., 1997]. 
Le champ electrique associe au plasmon de surface decroit de facon exponentielle en fonction 
de la distance dans le milieu. On remarque de plus que le champ electrique s'etend beaucoup 




Figure 2.1 : Attenuation spatiale du champ evanescent des plasmons de surface 
Le champ evanescent dans le dielectrique s'etend sur une distance de l'ordre de la moitie de la 
longueur d'onde en jeu. On voit que les plasmons de surface peuvent etre employes pour la 
detection de particules a proximite d'un interface metal - dielectrique [BARNES, 2003]. 
Le vecteur d'onde d'un plasmon de surface, Ksp, peut etre exprime comme : 
c\eM+eD 
Ou co est la frequence angulaire (en radians par seconde), c la vitesse de la lumiere dans le 
vide, EM et SD sont les permittivites du metal et du dielectrique, respectivement. Cette equation 
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decrit une onde de plasmon de surface si la partie reelle de ZM est negative et sa valeur absolue 
inferieure a sD. Aux longueurs d'ondes optiques, cette condition est remplie pour plusieurs 
metaux, notamment l'or qui est le plus employe en detection SPR [HOMOLA, 2003]. On sait 
que le vecteur d'onde d'un rayon lumineux (KL) dans un dielectrique est [HECHT, 2002]: 
KL=-JTD (2-2) 
c 
La figure 2.2 illustre la relation de dispersion du vecteur d'onde d'un plasmon de surface dans 
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Figure 2.2 : Dispersion des plasmons de surface sur un metal et des photons dans un 
dielectrique 
On remarque d'abord que la dispersion du plasmon de surface atteint un plateau a cosp. Aussi, 
le vecteur d'onde du plasmon de surface est situe a droite; il est plus grand que le vecteur 
d'onde des photons dans le dielectrique. Ceci signifie done qu'il ne peut y avoir de couplage 
entre le plasmon de surface et un faisceau lumineux ambiant. Le plasmon de surface est non 
radiatif et il est impossible d'exciter les plasmons de surface en lumiere ambiante [ZAYATS 
et coll., 2003]. Puisqu'il faut augmenter le vecteur d'onde des photons pour pouvoir coupler 
leur energie aux plasmons de surface, l'emploi d'une technique de couplage est necessaire 
pour activer la resonance [RAETHER, 1988]. 
Olsp 
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2.2 Les techniques de couplage aux plasmons de surface 
2.2.1 Le couplage par reflexion totale interne au sein d'un prisme 
La reflexion totale attenuee dans un prisme, communement appelee le couplage de 
Kretschmann, est la technique la plus employee pour les appareils commerciaux [GREEN et 
coll., 2000]. Comme il est possible de voir sur la Figure 2.3, un film metallique est depose sur 
un prisme de verre a fort indice de refraction et un laser de polarisation transverse magnetique 
(TM) est envoye a travers ce dernier. Un photodetecteur simple ou en reseau sert ensuite a 
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Figure 2.3 : Couplage plasmonique par la reflexion totale attenuee dans un prisme 
La reflexion totale interne au sein du prisme vient creer un champ evanescent dont le vecteur 




Ou co est la frequence angulaire, c la vitesse de la lumiere dans le vide, np 1'indice de 
refraction du prisme et 9 l'angle d'incidence, mesure a partir de la normale de la surface. Un 
couplage avec les plasmons de surface a lieu lorsque le vecteur d'onde Ksp = Kev, nous 
dormant done, lorsque l'on combine les equations 1 et 2 : 






'M + £r 
(2-4) 
Ou 8sp represente Tangle de couplage aux plasmons de surface. II est done possible de voir 
que Tangle de couplage aux plasmons de surface depend de la permittivite du metal, de celle 
du dielectrique au-dessus de la couche metallique ainsi que de T indice de refraction du prisme 
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employe. La figure 2.4 montre a nouveau une figure de dispersion ou Ton peut voir qu'il y a 
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Figure 2.4 : Dispersion du vecteur d'onde des plasmons et des photons pour la reflexion totale 
attenuee 
On remarque done que pour une frequence d'excitation coex donnee, un seul angle de couplage, 
6sp, intercepte la dispersion des plasmons de surface et permet le couplage maximal. 
Lorsque le laser est incident sur la surface metallisee du prisme pres de Tangle Bsp, une partie 
de sa puissance est transferee aux plasmons de surface, activant leur resonance, pour 
finalement obtenir un transfert maximal exactement a Tangle dsp. L'equation 2-4 montre aussi 
qu'une augmentation de la permittivite du dielectrique augmente la valeur de Tangle de 
couplage dsp. La figure 2.5 illustre le resultat du suivi de la puissance du laser reflechie sur le 
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Figure 2.5 : Variation de Tangle de couplage aux plasmons de surface due au changement de 
permittivite du dielectrique 
2.2.2 Le couplage a I'aide d'un reseau de diffraction 
Une autre technique communement employee pour coupler un laser aux plasmons de surface 
est le reseau de diffraction [KANO et coll., 1995]. En posant Thypothese que les proprietes de 
dispersion de l'onde plasmonique ne sont pas affectees par le reseau de diffraction, une onde 
optique excitant une onde des plasmons de surface par un reseau de diffraction peut etre 
decrite comme suit: 
X £M£D 
n,sin0 + m— = + (2-5) 
Ou «rf represente l'indice de refraction du dielectrique, 9 est Tangle d'incidence de Tonde 
optique, A la longueur d'onde du faisceau incident et A represente le pas du reseau de 
diffraction [HOMOLA et coll., 1999a]. 
Comme on peut voir sur la figure 2.6, lorsque le reseau de diffraction et le faisceau incident 
sont tous les deux du cote du dielectrique, il est possible de coupler le laser aux plasmons de 
surface. 
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Figure 2.6 : Couplage plasmonique a l'aide d'un reseau de diffraction 
Le signe positif de la partie droite de l'equation 2-5 represente les ordres de diffraction positifs 
(m>0), et 1'inverse pour les ordres negatifs (m<0). A un ordre donne, le couplage avec les 
plasmons de surface se denote encore une fois par une absorption quasi-complete de la 
puissance reflechie. 
Le principal avantage du couplage par reseau de diffraction est la possibilite de miniaturiser le 
dispositif, par rapport a la miniaturisation d'un prisme, qui est plus ardue. Par contre, puisque 
le faisceau incident et le reseau doivent etre du cote du dielectrique et done des reactifs a 
analyser, ceci vient limiter les applications d'un tel dispositif qu'aux milieux transparents et 
peu diffusants. 
2.3 La SPR pour I'etude de reactions moleculaires 
A la section 2.2.1, il a ete demontre qu'un changement de la permittivite du dielectrique se 
traduit par un changement des conditions de couplage. On sait que l'indice de refraction, n, 






Puisque les biomolecules presentent normalement un indice de refraction superieur aux 
tampons dans lesquels ils sont employes, une adhesion sur le substrat se traduit generalement 
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par une augmentation de Tangle de couplage [SHUMAKER-PARRY et coll., 2004]. En effet, 
la presence de ces particules a l'interieur du champ evanescent cree par la SPR vient 
legerement modifier l'indice de refraction effectif en surface. La SPR est done sensible aux 
faibles variations de masse en surface du substrat [SCHUCK, 1997]. La figure 2.7 illustre 
l'effet sur Tangle de resonance de Tadhesion moleculaire sur un substrat SPR fonctionnalise. 
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Figure 2.7 : Schema representant Tadhesion moleculaire affectant Tangle de resonance SPR 
La sensibilite et la resolution d'un systeme de detection a base de resonance des plasmons de 
surface sont done normalement evaluees en unites d'indice de refraction (RIU). 
2.4 La selection du metal 
Comme defini a la section 2.1, un metal peut supporter la resonance des plasmons de surface 
si la partie reelle de sa permittivite est negative et sa valeur absolue inferieure a la permittivite 
du dielectrique. Plusieurs metaux peuvent done servir a la resonance des plasmons de surface, 
notamment Tor et Targent qui sont les plus couramment employes [ONG et coll., 2006]. La 
permittivite des metaux varie en fonction des conditions d'evaporation; Tor et Targent ont ete 
mesurees respectivement a -10.8 + il,47 et a -17.6 + i0,67 en condition de vide ultra eleve 
[RAETHER, 1988]. 
La sensibilite de la SPR depend de la valeur absolue de la composante reelle de la permittivite 
du metal [HOMOLA, 1997]. Ceci se traduit par un couplage aux plasmons de surface 
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nettement plus large pour 1'or que pour l'argent; 1'or demontrant ainsi une sensibilite 
inferieure. L'argent demontre cependant une forte tendance a l'oxydation, diminuant done ses 
capacites a etre employe pour 1'etude de reactions biomoleculaires par SPR alors que 1'or est 
tres stable [YUAN et coll., 2006]. 
2.5 Les alternatives de detection 
2.5.1 devaluation de Tangle de couplage 
Les techniques demontrees precedemment pour le couplage aux plasmons de surface ont ete 
expliquees a l'aide de la technique d'interrogation angulaire, e'est-a-dire en regardant la 
puissance reflechie pour chaque angle d'incidence de l'excitation. Deux methodes sont 
normalement employees pour effectuer le montage d'un systeme de reflexion totale attenuee 
par prisme, soit l'emploi d'un goniometre 9-29 ou l'emploi d'une source d'excitation focalisee 
[KRETSCHMANN, 1978]. 
Un goniometre 9-29 consiste en l'emploi de deux moteurs rotatifs, montes l'un sur l'autre, 
permettant d'effectuer une rotation simultanee d'un angle donne pour un moteur, et du double 
de Tangle pour le second. II est ainsi possible d'effectuer la rotation d'un prisme tout en 
conservant le faisceau d'excitation sur un photodetecteur, qui lui doit se deplacer du double de 
la distance. La figure 2.8a illustre le montage d'un systeme SPR base sur un goniometre. 
Photodetecteur 
Figure 2.8 : Configurations usuelles pour une interrogation angulaire couplee par prisme 
Une source d'excitation focalisee permet d'effectuer 1'interrogation angulaire sans piece 
mobile. Effectivement, en focalisant la source d'excitation sur le substrat SPR, on excite 
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simultanement une plage d'angles d'incidence. Le faisceau divergent reflete sur le substrat est 
ensuite collecte sur une camera ou un reseau de photodetecteurs et analyse en recherchant une 
ligne de pixels ou l'intensite reflechie est quasi-totalement attenuee, comme le montre la 
figure 2.8b. Le montage par excitation focalisee permet done une acquisition plus rapide, mais 
necessite un algorithme de localisation de la bande d'absorption. 
Les techniques de couplage enumerees plus haut peuvent etre employees avec d'autres 
methodes de detection, soit 1'evaluation de la longueur d'onde de couplage, la variation de 
puissance a angle donne ou la difference de phase. 
2.5.2 L'evaluation de la longueur d'onde de couplage 
La chute d'absorption due au couplage plasmonique peut aussi etre observee a angle fixe 
lorsque Ton varie la longueur d'onde d'excitation [HOMOLA, 2006]. Selon le modele de 
Drude, on obtient la valeur de la permittivite d'un metal par la relation suivante : 
**^-l0*) <2"7> 
Ou X represente la longueur d'onde incidente, alors que Xc et Xp represented respectivement la 
longueur d'onde de collision et la longueur d'onde de plasma, toutes deux caracteristiques 
intrinseques du metal employe [HOMOLA, 1997]. Lorsque Ton fixe Tangle d'interrogation et 
que la longueur d'onde d'excitation est variee, la permittivite du metal change et permet un 
couplage a l'onde plasmonique pour une valeur specifique de longueur d'onde d'interrogation. 
Les systemes a interrogation spectrale necessitent l'emploi de sources d'excitation ajustables 
ou a large spectre d'emission. Un spectrophotometre ou un spectrographe permet ensuite de 
mesurer l'absorption lumineuse specifique pour chaque longueur d'onde de la plage de 
detection [DOSTALEK et coll., 2005]. 
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2.5.3 L'evaluation de la puissance a angle fixe 
II peut aussi etre interessant de regarder comment, a angle et longueur d'onde fixes, la 
puissance reflechie peut varier en fonction du temps. La figure 2.9a montre deux courbes de 
puissance reflechie en fonction de Tangle, pour une longueur d'onde fixe, decrivant un 
changement d'indice de refraction en surface. Le resultat equivalent du suivi de la puissance 
reflechie sur un substrat SPR en fonction du temps, lorsqu'un photodetecteur est maintenu a 





Figure 2.9 : Suivi de la puissance en fonction du temps pour une variation d'indice de 
refraction 
On remarque qu'a Tangle 9flxe, positionne dans la plage lineaire de la reponse SPR, la 
variation de Tindice de refraction equivaut a une augmentation proportionnelle de la puissance 
reflechie. 
Lorsque la resonance des plasmons de surface est employee pour evaluer des interactions 
moleculaires ou pharmacologiques, il est possible de directement retirer de la variation de 
puissance la cinetiques d'une reaction ou la valeur des constantes d'association et de 
dissociation des composes etudies. Cette alternative de detection permet done de s'affranchir 
des algorithmes de localisation du maximum d'absorption. Cependant, la plage de detection 
est faible, puisque les variations de Tindice de refraction en surface doivent demeurer dans le 
regime lineaire de la reponse SPR [HOMOLA et coll., 1999b]. 
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2.5.4 L'evaluation de la difference de phase 
Les techniques de detection decrites plus haut ne tiennent compte que du terme d'amplitude 
dans l'intensite reflechie. Qu'advient-il de la phase? La polarisation TM, pres de Tangle de 
couplage, varie drastiquement sur une faible gamme d'angles [NELSON et coll., 1996]. 
Comme explique a la section 2.2.1, la configuration par prisme necessite l'emploi d'un laser 
de polarisation TM pour creer le champ evanescent necessaire au couplage avec les plasmons 
de surface. L'energie de la polarisation TE, quant a elle, ne peut etre transferee a l'onde 
plasmonique. II est done possible de suivre la difference de phase entre ces deux polarisations 
du laser a travers le temps ou pendant un balayage angulaire [HOMOLA, 2003]. La figure 
2.10 montre la variation de phase equivalente pour une variation d'indice de refraction 
donnee. 
48 §0 52 54 56 58 60 02 
Angle d'incidence (degres) 
Figure 2.10 : Difference de phase entre les polarisations TM et TE pour une variation d'indice 
de refraction donnee [HOMOLA, 2003] 
La pente du changement de phase etant tres elevee, 1'interrogation par phase permet une plus 
grande resolution que les methodes utilisant simplement l'intensite, allant jusqu'a obtenir une 
resolution theorique de lxlO"7 RIU [YU et coll., 2003]. L'interrogation par phase necessite 
cependant de l'equipement plus complexe, comme l'emploi d'un interferometre Mach-Zender 
sur le bras duquel la detection SPR doit etre installee ou une detection heterodyne [YU et 
coll., 2001, NIKITIN et coll., 1999]. 
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A titre comparatif, le tableau 2.1 indique le degre de resolution obtenu a l'aide des differentes 
methodes de detection de l'intensite seule. 
Tableau 2.1 : Resolution theorique des couplages par prisme et reseau en fonction du type 
d'interrogation, donnee en unites d'indice de refraction (RIU) [HOMOLA et coll., 1999a] 
Couplage par prisme 
Couplage par reseau 
Interrogation angulaire 
Resolution en 

























On remarque que le couplage par prisme permet d'obtenir une resolution nettement superieure 
au couplage a l'aide d'un reseau de diffraction. On voit de plus que la mesure d'intensite seule 
demontre une resolution plus faible que 1'interrogation angulaire ou spectrale. Finalement, 
1'interrogation spectrale est sensiblement aussi precise que 1'interrogation angulaire lorsqu'on 
travaille a longueur d'onde elevee, mais moins sensible lorsqu'on emploie un laser rouge a 
630 nm. La meilleure resolution est done obtenue en interrogation de phase, comme il a ete 
mentionne plus haut. L'interrogation angulaire a faible longueur d'onde avec un couplage par 
prisme permet elle aussi d'obtenir une tres bonne resolution. 
2.6 Les methodes de traitement des resultats 
2.6.1 La normalisation de la reflectance 
Plusieurs effets parasites, tels les variations de puissance de la source d'excitation ou la 
diffraction causee par le prisme, peuvent alterer les donnees d'un systeme SPR. Les resultats 
doivent done etre optimises par une normalisation des donnees mesurees afin de compenser 
ces variations [NENNINGER et coll., 2002]. Comme discute a la section 2.5.4, la polarisation 
TE ne peut etre couplee aux plasmons de surface. Elle peut done etre employee a titre de 
reference, afin de diminuer, voire meme annuler, l'effet des variations de puissance du laser 
ou la diffraction au sein du prisme, puisqu'elle subit tout de meme ces effets parasites. Les 
resultats SPR peuvent done etre presentes en terme de variation de la reflectance. La figure 
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2.11 montre la normalisation des donnees de polarisation TM en divisant par la polarisation 
TE. 
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Figure 2.11 : Normalisation des donnees a l'aide de la polarisation TE pour une interrogation 
spectrale [NENNINGER et coll., 2002] 
Aussi, la resolution enoncee a la section 2.5.4 etant la limite ultime de detection liee aux 
composantes materielles de l'appareil, la precision des mesures est, quant a elle, restreinte par 
l'algorithme d'interpretation des resultats employe. Les algorithmes communement utilises 
pour localiser Tangle de couplage sont la methode centroi'de, la modelisation polynomiale, la 
ligne de base dynamique et la modelisation parametrique. 
2.6.2 Le traitement par methode centroi'de 
La methode centroi'de consiste a prendre une valeur seuil et a l'appliquer sur la courbe de 
reflectance. La section de la courbe SPR se situant sous ce seuil est ensuite approximee a un 
triangle isocele duquel on determine le point minimum [CHINOWSKY et coll., 1999]. 
Puisque la chute de la courbe de reflectance SPR n'est pas symetrique, le point minimal 
obtenu a l'aide de cette methode n'est pas le vrai minimum, ce qui est un desavantage 
significatif de cette methode d'analyse. De plus, il est connu que la largeur et rasymetrie du 
minimum de la courbe SPR augmentent avec l'accroissement de l'indice de refraction 
[HOMOLA, 2006]. Cette methode convient done lorsqu'il s'agit de comparer deux courbes de 
faible ecart d'indices. Aussi, la section de la courbe choisie etant determinee par une valeur 
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seuil, cet algorithme est tres sensible aux bruits venant s'additionner a la courbe, par exemple 
la variation de puissance de la source d'excitation. 
2.6.3 L'analyse par modelisation polynomiale 
La modelisation polynomiale consiste a definir un polynome affichant une reponse similaire a 
celle de la courbe a analyser et ensuite a l'appliquer sur la section minimale. Les donnees a 
modeliser sont encore une fois determinees a l'aide d'une valeur seuil. Cette technique permet 
de tenir compte de l'asymetrie de la courbe de reflectance, mais presente elle aussi une 
sensibilite aux bruits due a l'emploi d'une valeur seuil fixe pour selectionner les donnees a 
modeliser. La figure 2.12 compare l'application de la methode centroi'de et de la modelisation 
polynomiale pour la localisation d'un minimum SPR. 
\j 
Angle Angle 
Figure 2.12 : Comparaison entre la methode centroi'de (a) et la modelisation polynomiale (b) 
2.6.4 L'algorithme de ligne de base dynamique 
La ligne de base dynamique est une variation des methodes precedentes, consistant a 
appliquer une valeur seuil variable pour la selection des donnees. Cette valeur seuil est 
modifiee dynamiquement de sorte a conserver un ratio constant entre l'aire de la section 
selectionnee et celle du reste de la courbe de reflectance [THIRSTRUP et coll., 2005]. On 
considere done que la section minimale de la courbe ne s'elargit pas, mais peut varier 
horizontalement du a un changement d'indice de refraction, ou verticalement du au bruit. La 
ligne de base dynamique peut aussi bien etre suivie d'une technique centroi'de que d'une 
modelisation parametrique. Elle ne permet que de selectionner la partie de courbe a traiter 
(a) (b) 
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avec plus de rigueur en eliminant le bruit du aux variations d'intensite. Un exemple de 
l'emploi de la methode de ligne de base dynamique est donne a la figure 2.13. 
Angle d'incidence B 
Figure 2.13 : Exemple d'application de la ligne de base dynamique [THIRSTRUP et coll., 
2005] 
2.6.5 L'analyse par modelisation parametrique 
La methode de modelisation parametrique n'a presentement ete appliquee qu'aux systemes 
fonctionnant par interrogation spectrale. Elle repose sur le fait que la reflectivite spectrale peut 
etre modelisee a l'aide d'un profil de Lorentz [TOBISKA et coll., 2005]. 
R(A)»l-A W + P(A-C) 
W2+(A-Cf (2-8) 
Certe relation definit le modele de Lorentz, regi par une serie de parametres, soit A la 
profondeur du minimum, P son asymetrie, C sa position et W sa largeur. La variable a l'etude 
est la matrice A = [as, ab], ou as represente la variation d'indice de refraction en surface de 
l'echantillon et ab, la variation dans la totalite du champ evanescent. Le modele est ensuite 
linearise autour d'un point d'operation et applique a l'ensemble de la courbe de reflectance 
obtenue. La modelisation parametrique, puisqu'elle tient compte de la totalite des donnees 
obtenues et evalue une serie de parametres, permet d'obtenir plus d'information a partir des 
memes mesures par rapport aux methodes conventionnelles. 
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3 CONCEPTION ET CARACTERISATION DU SYSTEME SPR 
3.1 La conception du systeme 
3.1.1 La selection de la methode de detection 
Suite a 1'evaluation des differentes techniques de couplage, il a ete determine qu'il etait 
preferable d'opter pour un couplage par prisme base sur la methode de Kretschmann. En effet, 
comme demontre a la section 2.2.1, le couplage par prisme demontre une meilleure resolution 
que l'emploi d'un reseau de diffraction. Puisqu'une specification du systeme etait de 
demontrer une bonne flexibilite quant aux substrats et aux composantes employees, il etait 
aussi plus facile de fonctionner avec un couplage par prisme. 
Au niveau de la methode de detection employee, il a ete enonce a la section 2.5.4 que la 
detection par phase offre la meilleure resolution. Cependant, il a aussi ete mentionne que cette 
technique est peu flexible et necessite de Tequipement complexe. Selon les specifications du 
systeme, la methode choisie devait se preter a la modularity et done permettre l'emploi de 
plusieurs sources d'excitations, ou meme d'un prisme a indice de refraction different. Pour y 
repondre, deux alternatives de detection ont ete combinees, soit 1'evaluation de Tangle de 
couplage et la mesure de reflectance a angle fixe. Comme enumere dans le tableau 1, 
1'evaluation de Tangle de couplage pour une source d'excitation a 630nm donne une 
excellente resolution. La mesure de reflectance a angle fixe, quant a elle, permet d'obtenir 
directement la cinetique d'une reaction par les donnees SPR brutes, sans appliquer 
d'algorithme d'analyse des resultats. 
Une specification du systeme etant la flexibilite quant aux substrats a employer, le choix du 
type de prisme s'est arrete sur un prisme equilateral en BK7. En effet, Tajout d'un substrat 
plus large sur un prisme equilateral n'en changeant pas la forme, ce type de prisme rendait 
done possible le fonctionnement du systeme avec des substrats d'epaisseurs differentes, 
moyennant un realignement. De plus, le BK7 ayant un indice de refraction tres similaire a 
celui du verre (n ~ 1.515 a 635nm [Five Schott Glass Types, 2008]), le depot metallique 
necessaire au support de Tonde plasmonique pouvait done etre depose sur des lames de verre 
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standards employees en microscopic Pour eviter la reflexion totale interne causee par l'air 
present a l'interface entre le substrat et le prisme, une huile d'indice de refraction similaire au 
BK7 (1.514) a ete employee. 
Comme decrit a la section 2.5.1, deux methodes sont communement employees pour effectuer 
le montage d'un systeme d'interrogation angulaire base sur un couplage par prisme, soit le 
goniometre ou la source d'excitation focalisee. En focalisant la source d'excitation, on se 
contraint a employer un algorithme de detection de la position de la bande d'absorption 
lumineuse. Ce type de montage demontrant cependant moins de flexibilite, il etait preferable 
d'employer un montage en goniometre. Aussi, la detection a angle fixe demontre 
normalement une faible plage dynamique, limitee a la region lineaire de la courbe de 
reflectance. Le montage d'un goniometre permettait de selectionner Tangle de suivi et done de 
centrer la plage de detection sur la gamme d'indices de refraction a mesurer. 
3.1.2 La fabrication du goniometre 
Pour faciliter l'utilisation du systeme sans employer de pompes, le goniometre a ete concu a la 
verticale. Effectivement, il etait ainsi plus facile d'introduire et retirer des reactifs dans une 
cellule fluidique directement au-dessus du substrat. Deux moteurs rotatifs, fixes l'un sur 
l'autre et munis de bras individuels, permettaient de modifier Tangle d'incidence du laser tout 
en conservant le faisceau reflechi centre sur le photodetecteur. Un stage micrometrique 
servant a Talignement a ete installe pour chaque dimension de Tappareil. La figure 3.1 illustre 
le montage mecanique du goniometre vertical. 
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Figure 3.1 : Representation du dessus et representation isometrique du systeme SPR 
Pour l'excitation des plasmons, une diode laser rouge centree a 635nm a ete employee. Cette 
diode etait munie d'un systeme de controle en temperature pour ameliorer sa stabilite a court 
et long terme. Comme decrit a la section 2.1, la resonance des plasmons de surface necessite 
une excitation lumineuse de polarisation transverse magnetique (TM), alors que la diode etait 
polarisee transverse electrique (TE). Pour remedier a ce probleme, une lame de retard de 
phase 7J2 a du etre inseree entre le laser et le substrat. II est connu qu'une lame de retard de 
phase, en appliquant un retard de phase different a ses composantes horizontale et verticale, 
permet de modifier la polarisation d'un faisceau laser [HECHT, 2002]. 
3.1.3 La fabrication des substrats 
Comme decrit a la section 3.1.1, le prisme selectionne permettait l'emploi d'une lame de verre 
metallisee comme substrat SPR. Le depot sur verre d'une couche metallique additionnelle est 
toutefois necessaire pour ameliorer l'adhesion entre l'or ou l'argent et le support de verre. 
Sans couche d'ancrage, l'or et l'argent ne sont pas deposes de maniere stable sur le verre, et 
ne peuvent pas resister a un traitement chimique severe [EKGASIT et coll., 2005]. A cet effet, 
compte tenu de sa qualite en terme de couche adhesive, une couche de 3nm de chrome a ete 
deposee sur le verre avant d'evaporer les autres metaux, [SCHNEIDER et coll., 2003]. 
hotodetecteur 
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L'or est le metal le plus couramment employe puisqu'il est stable et que sa fonctionnalisation 
chimique est bien documented [ONG et coll., 2006, SCHREIBER, 2000]. Comme discute a la 
section 2.4, l'argent demontre cependant une meilleure sensibilite pour la resonance des 
plasmons de surface. Des tests sur substrats d'or et substrats d'argent ont done ete realises 
pour effectuer la selection du metal. Les epaisseurs pour l'or et l'argent ont ete optimisees 
respectivement a 48nm et 52nm a l'aide du logiciel The Essential Macleod de Thin Film 
Center, inc. La figure 3.2 montre les resultats de simulation et d'experimentation pour ces 
epaisseurs d'or et d'argent. 
(a) 3nm Chrome 48 nm Or 
Simulation 
....... Experimentation 
%0 65 70 76 %0 66 70 75 
Angle (degree) Angte (degree) 
Figure 3.2 : Comparaison par simulation et par experimentation des resultats SPR pour des 
substrats d'or (a) et d'argent (b) 
A noter que les differences entre les angles de couplage simules et experimentaux 
correspondent a des differences entre les valeurs de permittivite du modele et celles des 
metaux deposes. On remarque que l'argent presente un minimum beaucoup plus etroit a 
1'angle de couplage par rapport a l'or. De plus, le minimum de reflectance pour l'argent 
survient a un angle plus faible que pour l'or. Cependant, les substrats d'argent demontraient 
une tres faible stabilite aux composes chimiques reactifs. De plus, ils s'oxydaient tres 
rapidement, rendant leur surface heterogene. Ils ont done ete abandonnes en faveur des 
substrats d'or. 
Un depot additionnel de 5nm de silice (SiC^) a ete realise sur certains substrats d'or pour 
diversifier la plage de reactions moleculaires observables a partir de l'appareil. En effet, l'or 
presentant une grande reactivite aux groupements thiol, il etait impossible d'etudier des 
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reactions impliquant de tels groupements sur des substrats d'or prealablement fonctionnalises, 
par exemple une reaction de ligation chimique native qui utilise un catalyseur contenant un 
thiol [WIECZERZAK et coll., 2008]. Cette fine couche de silice devait permettre de realiser 
une fonctionnalisation chimique typiquement effectuee sur lames de verre [PHILLIPS et coll., 
2006]. Les substrats d'or ainsi que les substrats d'or recouverts de silice etaient tres stables et 
ont permis d'effectuer la caracterisation du systeme. 
Pour fabriquer les echantillons decrits precedemment, des lames de microscopie etaient 
nettoyees selon une procedure standard de nettoyage du verre avant de proceder au depot 
metallique. Elles subissaient d'abord un frottement mecanique dans du savon optique avant 
d'etre immergees dans une solution d'acide piranha, compose d'acide sulfurique et de 
peroxyde d'hydrogene 30% dans une proportion 3:1. Elles etaient ensuite rincees dans l'eau 
et l'alcool isopropylique, puis sechees sous jet d'azote. Pour deposer le chrome et l'or sur les 
lames de verre, elles etaient placees dans un evaporateur a canon d'electrons BOC Edwards. 
Pour les substrats chrome et argent, les lames de verre etaient placees dans un evaporateur a 
canon d'electrons Sloan. A noter que pour les deux depots, le vide n'etait pas brise entre les 
evaporations de chrome et d'argent ou d'or. Finalement, pour la couche de silice, elle etait 
realisee par depot chimique en phase vapeur assiste par plasma dans un systeme de Surface 
Technology Systems. 
3.1.4 La cellule fluidique 
Afin de permettre l'emploi du systeme SPR pour caracteriser des reactions moleculaires 
variees, celle-ci devait etre equipee d'une cellule fluidique permettant d'exposer le substrat 
SPR aux reactifs a analyser. Comme decrit dans les specifications, une attention particuliere a 
due etre portee a la resistance chimique du materiau constituant cette cellule fluidique. 
Le choix de design s'est arrete sur une chambre sans pompe fabriquee en Teflon™. Le 
Teflon™ est inerte et reconnu pour sa resistance aux acides, bases et solvants, de meme que 
pour sa forte hydrophobicite, ce qui limite l'adhesion des reactifs employes sur les parois de la 
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cellule [FLEMING et coll., 2008]. La figure 3.3 montre des vues 3D de la cellule fluidique, de 
meme que la fixation de la cellule sur le substrat et le support a prisme. 
(a) (b) (c) 
Cuve 




Figure 3.3 : Illustrations de la cellule fluidique et de son installation 
Sur la section (a), il est possible de voir un joint d'etancheite integre a meme la chambre. Le 
Teflon™ est un materiau compressible et en vissant la cellule fluidique sur le support a 
prisme, la pression exercee sur ce joint etait suffisante pour conserver l'etancheite. La section 
(b) montre la cuve ou les reactifs sont inseres. En (c), une vue eclatee du montage de cellule 
fluidique sur le prisme est illustree. 
3.1.5 La normalisation de la reponse 
Tel que discute au chapitre 2, plusieurs effets parasites tels la diffraction causee par le prisme 
ou les variations de temperature peuvent alterer les donnees. Afin de compenser ces 
variations, une normalisation des donnees mesurees peut etre effectuee en employant la 
polarisation transverse electrique (TE ou polarisation s). Pour implementer cette 
normalisation, des composantes optiques ont du etre ajoutees a la plate-forme. En particulier, 
un polarisateur lineaire, dont la rotation est assuree par un moteur automatise, a ete insere 
entre le substrat SPR et le photodetecteur, comme le montre la figure 3.4. 
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Figure 3.4 : Insertion d'un polarisateur rotatif entre le prisme et le photodetecteur pour 
effectuer la normalisation 
Grace a la lame de retard A/2 deja montee sur la diode laser, il etait possible d'illuminer le 
substrat SPR avec un laser polarise lineairement a 45°. Le polarisateur rotatif nous permettait 
done de mesurer tour a tour la polarisation TM et TE, et ainsi d'obtenir la reflectance totale en 
fonction de Tangle, calculee comme le ratio de ces deux mesures. 
3.1.6 L'optimisation de la detection 
Lors de la conception initiale du systeme, un detecteur 1830-C equipe d'une tete de detection 
818-UV de Newport etait employe pour effectuer la mesure de Tintensite lumineuse. Ce 
detecteur etait calibre de facon a obtenir une valeur precise de la puissance absolue du laser, 
exprimee en Watts. Par contre, sa sensibilite a faible puissance affectait Tattenuation 
maximale mesuree a Tangle de couplage. II est connu qu'une bonne sensibilite a faible 
puissance permet d'ameliorer la sensibilite d'un systeme SPR [NENNINGER et coll., 2002]. 
Ce detecteur a done ete remplace par un photodetecteur DET100A de Thorlabs. Cependant, ce 
detecteur n'etant pas calibre, il ne permettait pas d'obtenir une valeur precise de la puissance 
mesuree en Watts. Comme les mesures du systeme SPR sont normalisees et represented le 
ratio de la puissance reflechie pour chacune des polarisations, il etait tout de meme possible 
d'employer ce detecteur pour obtenir des mesures relatives. La figure 3.5 montre une 
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Figure 3.5 : Reponse SPR typique avec un detecteur 1830-C equipe d'une tete de detection 
818-UV de Newport et avec un detecteur DET100A de Thorlabs 
On y remarque que la pente du regime lineaire est nettement plus abrupte et que le minimum 
de la courbe SPR se situe a une valeur de reflectance inferieure, ameliorant done la sensibilite 
du systeme. 
Pour isoler le systeme du bruit cause par l'illumination ambiante, un tube de lentille, servant a 
collecter la lumiere provenant uniquement du substrat, ainsi qu'un filtre passe-bande etroit ont 
ete ajoutes au photodetecteur. Le filtre etait centre a 630nm avec une bande passante de lOnm. 
La figure 3.6 illustre sous forme de schema l'ensemble des composantes optiques du montage 
final. 
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Figure 3.6 : Schema representant le montage optique final du systeme SPR 
3.1.7 L'installation du systeme 
Le systeme a ete installe a la Faculte de Medecine et des Sciences de la sante de l'Universite 
de Sherbrooke afin de faciliter son utilisation pour la caracterisation de reactions 
biomoleculaires. La communication avec les differents modules et l'interface utilisateur sont 
accessibles via un PC. Les figures 3.7 et 3.8 montrent le systeme sous divers angles. 
(a) (b) 
Figure 3.7 : Photos montrant le systeme SPR (a) et le prisme fixe sur son support (b) 
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Figure 3.8 : Vue globale du systeme SPR 
3.2 Logiciels de controle et d'analyse 
3.2.1 Le logiciel de controle 
Le controle du systeme SPR a ete realise dans l'environnement Lab VIEW. Les commandes 
aux moteurs pour le deplacement angulaire etaient passees a travers une routine ActiveX 
provenant du fournisseur, par un port USB. Le moteur de controle de la polarisation, employe 
pour normaliser les valeurs de reflectance, etait controle a l'aide de commandes envoyees 
selon le protocole RS232 par un port serie. Une carte NI PCI-6221 de National Instrument 
permettait de faire l'acquisition des donnees du photodetecteur. Le signal, sur 10V, etait 
echantillonne par un convertisseur analogique a numerique de 16 bits a meme la carte 
d'acquisition. Chaque mesure representait la moyenne de 125 acquisitions sur le 
photodetecteur a une frequence de 1000 points a la seconde. La routine d'acquisition cyclait 
toutes les 250ms, en prenant 125 points pendant la moitie du temps et procedant au traitement 
dans la seconde moitie. Lors d'un balayage angulaire, cet intervalle de temps representait une 
variation moyenne d'angle de 0.0814° avec une deviation standard de 0.0013. Le temps d'un 
balayage angulaire reference de 60 a 75 degres est evalue a 1 minute 51 secondes. Pour un 
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suivi de puissance a angle fixe, la vitesse maximale de rotation du moteur ne permettait 
d'obtenir qu'une mesure normalisee par 12 secondes. Les mesures SPR etaient ensuite 
affichees en temps reel sur l'interface utilisateur et finalement sauvegardees dans des fichiers 
Microsoft Excel. La Figure 3.9 illustre les onglets balayage angulaire (a) et suivi a angle fixe 
(b) de l'interface utilisateur pour le logiciel de controle. 
(a) (b) 
Figure 3.9 : Interface de controle du systeme SPR 
Les resultats de balayages angulaires etaient sous la forme de graphiques dormant la mesure 
de reflectance pour chaque angle d'incidence. Les resultats de suivis a angle fixe etaient 
obtenus sous la forme de graphiques reliant la variation de reflectance en fonction du temps. 
Une unite de variation de reflectance (RVU) est definie comme un changement de l'ordre de 
0.1% de la reflectance totale. 
3.2.2 La calibration automatique de la plate-forme 
Une routine de calibration generate du systeme a ete implemented afin d'assurer un 
alignement optique optimal et une bonne reproductibilite des resultats. Tout d'abord, les 
moteurs etaient calibres grace a la sous-routine du manufacturier. Ensuite, un interrupteur 
permettait d'etalonner le bras supportant le laser avec l'origine reelle (0°) du systeme. Puis, le 
bras du laser etait positionne a Tangle d'incidence 30° et la position angulaire du bras 
soutenant le detecteur etait variee, de sorte que le faisceau laser balaie la largeur du detecteur. 
Un modele gaussien etait ensuite applique aux mesures prises sur le detecteur afin d'en retirer 
les parametres optimaux d'alignement du laser avec le centre du detecteur. La routine de 
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calibration generait ensuite des facteurs correctifs de decalage a appliquer aux angles indiques 
par le controleur des moteurs. 
3.2.3 L'algorithme d'analyse 
Comme decrit a la section 2.6, plusieurs methodes permettent l'analyse des resultats SPR en 
localisant Tangle de couplage aux plasmons de surface. L'algorithme implemente a ete la 
ligne de base dynamique, puisqu'il demeure simple d'emploi et presente une meilleure 
immunite au bruit que les methodes centroi'de et polynomiale employees seules. La 
modelisation parametrique permet de retirer des informations additionnelles des mesures, mais 
son emploi est plus complexe et n'a jusqu'a present pas ete implemente sur des systemes a 
interrogation angulaire. L'algorithme de ligne de base dynamique a done ete implemente sous 
MATLAB, permettant ainsi de localiser automatiquement le minimum de reflectance des 
courbes SPR obtenues. L'algorithme selectionnait les valeurs de la courbe SPR sous la ligne 
de base dynamique et les modelisait par un polynome d'ordre 8. L'angle de couplage aux 
plasmons de surface pouvait ensuite etre obtenu par le minimum du polynome. La figure 3.10 
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Figure 3.10 : Exemple de l'application de l'algorithme de ligne de base dynamique applique 
sur un balayage angulaire sur substrat d'or dans l'eau deionisee 
Cet algorithme a done ete employe pour analyser les resultats et caracteriser le systeme. 
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3.3 La caracterisation du systeme 
3.3.1 Fidelite des mesures 
Pour evaluer la fidelite des mesures, une succession de 15 balayages angulaires sur substrat 
d'or recouvert de silice a ete realisee dans de l'eau deionisee. L'angle de couplage aux 
plasmons de surface de chaque resultat individuel a ensuite ete evalue avec ralgorithme de 
ligne de base dynamique. La moyenne des 15 angles calcules etait 71,9510° avec une 
deviation standard de 0,0030°. Les angles minimum et maximum mesures etant 
respectivement 71,946° et 71,958°, la fidelite sur la mesure est done F = ±0,006°. 
Ensuite, afin d'evaluer la fidelite de la routine de calibration de l'appareil, un balayage 
angulaire apres un calibration a ete realise 9 fois pour un substrat d'or recouvert de silice dans 
de l'eau deionisee. L'angle de couplage a de nouveau ete evalue individuellement a l'aide de 
ralgorithme de ligne de base dynamique. La moyenne des 10 angles calcules etait 71,9652° 
avec une deviation standard de 0,0155°. Les angles minimum et maximum mesures etant 
respectivement 71,945° et 71,989°, la fidelite sur la calibration est done F = ±0,022°. 
3.3.2 Sensibilize du systeme 
Pour caracteriser le systeme au niveau de la sensibilite, des solutions a indices de refraction 
connus ont ete employees. La figure 3.11 montre les balayages angulaires sur substrat de 3nm 
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Figure 3.11: Balayages angulaires sur substrat d'or pour des solutions d'indices de refraction 
donnes 
On remarque que Tangle de couplage augmente proportionnellement avec l'indice de 
refraction du liquide employe. 
Pour identifier la relation liant Tangle de couplage a l'indice de refraction, Talgorithme de la 
ligne de base dynamique a ete applique sur chacune de ces courbes. La relation lineaire 
obtenue pour Tangle de couplage en fonction de l'indice de refraction du milieu peut etre 








72 r x 
,r 
71.5 
1 33 1.332 1.334 1.33$ 1.338 1.34 1.342 1.344 1.346 1.348 1.35 
Indice de refraction 
Figure 3.12 : Relation liant Tangle de couplage optimal et l'indice de refraction du milieu 
Un modele lineaire a ete applique aux resultats obtenus, en l'optimisant par la methode des 
moindres carres. L'equation du modele obtenu est la suivante : 
0 j ;,=146,57n-123,61 (3-1) 
A partir de ce modele, il est possible de determiner la sensibilite du systeme, mesuree comme 
etant une variation de 146,57 degres pour une variation unitaire de l'indice de refraction. II est 
a noter que cette valeur de sensibilite n'est valable que pour les variations d'indice de 
refraction avoisinant l'indice de l'eau. 
Ensuite, pour caracteriser la sensibilite de la detection du suivi de puissance a angle fixe, la 
reflectance des balayages angulaires obtenus precedemment a ete evaluee a un angle se situant 
dans la region lineaire de la reponse SPR, soit Tangle 71°. II est a noter que cet angle 
d'observation se situe dans cette region lineaire que pour les indices entre 1,3350 et 1,3450. 
La relation reliant la variation de reflectance, en RVU, a l'indice de refraction peut etre 
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Figure 3.13 : Relation liant la variation de reflectance a l'indice de refraction, a Tangle 71° 
Un modele lineaire a ensuite ete applique aux valeurs obtenues, en roptimisant par la methode 
des moindres carres. L'equation du modele obtenu est la suivante : 
/?= 37774/1- 50191 (3-2) 
Ou R represente la reflectance telle que mesuree a Tangle 71°. II est ainsi possible d'obtenir la 
sensibilite de la detection de puissance a angle fixe, donnee comme etant une variation de 
37774 RVU pour une variation unitaire de l'indice de refraction. 
3.3.3 Plage dynamique 
Le goniometre permettait d'effectuer un balayage entre les angles 40° et 75°. Le systeme a ete 
teste dans Tair avec un angle de couplage de 43,857°, associe a un indice de refraction 
approxime a T unite (n ~ 1), jusqu'a un angle de couplage de 73.905°, associe a un indice 
connu n = 1,3475. La plage dynamique de detection s'etend done entre ces deux valeurs 
d'indice de refraction. Pour la plage de linearite, il est important de preciser que la sensibilite 
calculee a la section 3.3.3 ne s'applique que pour les variations d'indice de refraction 
avoisinant l'indice de Teau, ou la sensibilite est lineaire. Une verification a Taide de liquides 
d'indices de refraction connus distribues sur toute la plage dynamique de Tappareil n'a pas ete 
realisee, mais permettrait d'evaluer la sensibilite et la linearite du systeme sur la totalite de 
cette plage. 
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Pour la mesure de puissance a angle fixe, comme decrit a la section 3.3.2, la plage dynamique 
est limitee a la region lineaire de la reponse SPR, permettant de mesurer une variation 
maximale d'indice de refraction de 0,01 RIU. 
3.3.4 Resolution 
A la section 3.3.2, la fidelite sur une mesure d'angle a ete definie comme etant ±0,006°. Une 
variation de Tangle de couplage mesure superieure a cette valeur represente done la limite de 
detection du systeme. Si on rearrange l'equation de la sensibilite de la detection angulaire 
obtenue a la section 3.3.3, on obtient la relation suivante entre l'indice de refraction et Tangle 
de couplage SPR: 
146,57
 (3_3) 
De cette relation, il est facile d'obtenir la resolution de cette detection, e'est-a-dire la variation 
minimale d'indice de refraction mesurable associee a un changement d'angle 0sp de 0,007. La 
limite de detection du systeme est done 4,8x10"5 RIU. 
Pour la mesure de puissance a angle fixe, le bruit sur une mesure est inferieur a 1 RVU. En 
prenant cette valeur comme etant le plus petit increment mesurable, il est possible d'obtenir la 
resolution de cette technique de detection. Si on rearrange l'equation de la sensibilite de la 
detection de puissance a angle fixe obtenue a la section 3.3.3, on obtient la relation suivante 
entre l'indice de refraction et la reflectance mesuree: 
AR 
An 37774 (3-4) 
La resolution de cette technique de detection, soit la variation minimale d'indice de refraction 
mesurable associee a une variation de reflectance de 1 RVU, peut ensuite etre obtenue. La 
limite de detection est done 2,7xl0"5 RIU. 
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3.3.5 Resume des caracteristiques techniques 
Le tableau 2 presente un resume technique du systeme concu, de meme qu'une comparaison 
avec un systeme commercial, le Biacore 3000. Les specifications actuelles de ce systeme ont 
ete obtenues directement du site Internet de l'entreprise [Biacore 3000 Product Brochure, 
2003]. 
Tableau 3.1 : Resume des specifications techniques du systeme concu et comparaison avec un 
systeme commercial 
Fidelite 
Fidelite de calibration 
Plage dynamique 
Limite de detection (En RIU) 
Compatibilite chimique 
Controle fluidique 
Nombre de canaux 
Cout estime (US$) 
























A noter que les specifications de fidelite et de fidelite de calibration ne sont pertinentes que 
pour la detection angulaire de notre systeme. On remarque que le systeme concu a l'Universite 
de Sherbrooke presente une sensibilite comparable au Biacore 3000, pour une fraction du 
cout. De plus, notre systeme est plus flexible et permet l'emploi de solvants, de bases et 
d'acides puissants grace a sa tres forte compatibilite chimique. Cependant, le Biacore 3000 est 
equipe d'un controle fluidique et permet de realiser une detection simultanee sur 4 canaux, 
permettant l'emploi de canaux de reference pour diminuer le bruit sur la mesure. Dans un 
souci d'amelioration, il pourrait etre interessant de modifier le systeme actuel pour y integrer 
ces memes caracteristiques. 
3.3.6 Caracterisation d'une reaction biomoleculaire 
L'appareil a ensuite pu etre employe par des chimistes de la Faculte de Medecine et des 
Sciences de la sante de l'Universite de Sherbrooke : une candidate en stage postdoctoral Ewa 
Wieczerzak et un candidat aux etudes doctorales Raymond jr Hamel. lis ont demontre la 
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faisabilite d'employer la resonance des plasmons de surface pour effectuer le suivi d'une 
reaction de ligation chimique native (NCL). lis ont de plus determine la cinetique de la 
reaction sur le substrat SPR. Ces resultats ont fait l'objet d'une publication dans le journal 
Biopolymers [WIECZERZAK et coll., 2008]. 
La NCL est une methode de synthese chimique employee pour de larges peptides et des 
proteines entieres [DAWSON et coll., 1994]. Dans ce cas-ci, la ligation chimique native d'un 
thioester de bradykinine sur une cysteine etait catalysee par l'acide 4-mercaptophenylacetique 
(MPAA). La figure 3.14 illustre le schema reactionnel de cette ligation chimique a suivre a 









V . _ / 
BRADYKIN1N (8K) 
X = H 
= 2-IminoS5iotif> 
NCL 
X B K 




2 P E A 
S i O j ^ u ^ t a s * 
Figure 3.14 : Schema reactionnel de la ligation chimique native d'une bradykinine modifiee 
[WIECZERZAK et coll., 2008] 
La reaction a ete effectuee sur des substrats d'or recouverts de silice tels que decrits a la 
section 3.1.3. La premiere etape consistait a fonctionnaliser chimiquement le substrat par une 
couche d'aminosilane (APTES). Ensuite, sur le silane etait attachee une cysteine protegee par 
deux groupements BOC. Puis, la troisieme etape consistait a cliver les BOC pour liberer le 
groupement amine et thiol de la cysteine en milieu acide. Finalement, la bradykinine modifiee 
etait attachee a la cysteine par NCL et cette reaction etait suivie en temps reel sur le systeme 
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SPR. La figure 3.15 presente une vue elargie sur le minimum des balayages angulaires 





Figure 3.15 : Vue elargie centree sur le minimum pour des balayages angulaires effectues 
apres chaque etape pour la reaction NCL 
La courbe a gauche indique l'etat initial du systeme, ou Ton retrouve une couche 
d'aminosilane sur le substrat (courbe —). L'ajout de la cysteine protegee implique un ajout de 
masse a la surface, expliquant le deplacement de Tangle de couplage vers la droite 
(courbe —). Pour proceder a la NCL, les sites reactifs doivent d'abord etre deproteges. Cette 
etape se traduit par une diminution de Tangle de couplage, puisque une proportion de la masse 
liee au substrat est liberee (courbe •••). Enfin, il est possible de proceder a la reaction de NCL. 
L'attachement de la bradykinine a la surface provoque un deplacement de Tangle de couplage 
vers la droite (courbe —). L'importance de cette derniere variation, comparee aux premiers 
deplacements, reside dans la large masse molaire du thioester de bradykinine, plus importante 
que la cysteine par exemple. Une large variation de masse a proximite du substrat implique un 
plus grand deplacement de Tangle de couplage SPR. 
La figure 3.16 presente le suivi par SPR de la NCL pour differentes concentrations du 
catalyseur MPAA, demontrant la possibilite d'employer le systeme developpe pour evaluer 
des interactions biomoleculaires sur la surface des substrats. 
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Figure 3.16 : Suivi SPR a angle fixe pour differentes concentrations de catalyseur pour la 
reaction de NCL 
3.3.7 Caracterisation de I'origine de la reponse SPR de cellules vivantes 
Le systeme a ensuite pu etre employe par un troisieme etudiant, Charles M. Cuerrier, candidat 
au doctorat en pharmacologic a la Faculte de Medecine et des Sciences de la sante. Le systeme 
a ici ete utilise pour evaluer I'origine de la reponse SPR obtenue suite a la stimulation des 
cellules avec l'angiotensine II. Pour ce faire, les cellules ont ete incubees sur les substrats SPR 
jusqu'a l'atteinte d'une monocouche confluente. Les differentes voies de signalisation menant 
a 1'activation cellulaire ont ete evaluees afin de determiner I'origine de la reponse SPR et ce, a 
l'aide d'inhibiteurs pharmacologiques. Les contributions de la mobilisation du calcium 
intracellulaire et de la reorganisation du cytosquelette d'actine ont aussi ete analysees par 
differentes methodes de microscopic Ces resultats font l'objet d'un article soumis par M. 
Cuerrier a la revue Experimental Cell Research, intitule "Surface plasmon resonance as a tool 
to measure cell-cell cohesion and epithelial integrity". 
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4 MESURE D'ACTIVITE CELLULAIRE PAR RESONANCE DES PLASMONS DE 
SURFACE 
L'essentiel de ce chapitre est constitue d'un article qui, au moment du depot final de ce 
memoire, etait soumis a la revue Biosensors and Bioelectronics. Cet article, intitule 
"Biosensing using surface plasmon resonance and living cells", inclut les contributions des 
auteurs suivants: Vincent Chabot, Charles M. Cuerrier, Emanuel Escher, Vincent Aimez, 
Michel Grandbois et Paul G. Charette. 
La combinaison de la resonance des plasmons de surface avec une monocouche de cellules 
vivantes est proposee ici comme methode de biodetection. La technique est basee sur 
l'hypothese que l'activite cellulaire induite par des agents externes est souvent associee a un 
changement morphologique de la cellule, ce qui devrait a son tour mener a une variation de 
l'indice de refraction effectif a 1'interface entre la membrane cellulaire et la couche 
metallique. 
Le signal SPR originaire d'une surface d'or recouverte de cellules a ete enregistre pour une 
periode de 30 minutes apres l'injection de plusieurs agents reconnus pour leur influence sur 
les changements morphologiques et l'activite des cellules. Specifiquement, la reponse a trois 
types de stimulation a ete evaluee, soit la reponse a une endotoxine avec les 
lipopolysaccharides, a une toxine chimique avec l'azoture de sodium et a un agoniste 
physiologique avec la thrombine. 
La comparaison avec des images obtenues en microscopie a contraste de phase revele que la 
variation du signal SPR peut etre associee a l'induction de la mort cellulaire pour le traitement 
aux lipopolysaccharides et a une contraction du corps cellulaire dans le cas de l'azoture de 
sodium. La reponse a la thrombine est toutefois plus complexe, demontrant une chute rapide 
de la reflectance mesuree sur une periode de 5 minutes suivie par un retour a la valeur 
originale. Pour ce traitement, la sequence temporelle observee en microscopie a contraste de 
phase indique que la premiere phase de la variation SPR est reliee a la contraction cellulaire et 
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a une augmentation des espaces intercellulaires. Quant a la phase de recouvrement, elle peut 
etre associee a un etalement cellulaire sur le substrat. Le signal SPR est done consistant avec 
la reponse cellulaire observee pour les traitements decrits. Ceci confirme la validite du 
biocapteur et suggere son emploi pour le suivi d'une grande variete de reponses cellulaires 
impliquant un remodelage morphologique. 
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INTRODUCTION 
Environmental and biomedical research are pushing towards the development of biosensors 
able to rapidly monitor the biological activity of molecules, such as toxins, chemicals or 
agonists. Most of the research in these fields is in the development of specific biosensors, 
where the detector surface is functionalized in order to detect the presence of a specific target 
molecule [MALHOTRA et coll., 2003]. However, there is a need for broad-range biosensors, 
where the focus is to detect molecules involved in a wide variety of biological responses 
[BOUSSE, 1996]. In this branch of sensing lies the concept of a living cell biosensor, where 
the definition of the sensor is extended to include a living cell population as the sensing 
element [PANCRAZIO et coll., 1999]. The cells therefore act as reporters of their 
environment, where the detection method must register the cellular signals. 
Living cell sensing is already the subject of extensive research and many non-optical sensing 
methods allow the measurement of cellular metabolism, such as electrochemical sensors and 
light-addressable potentiometric sensors [YOTTER et coll., 2004b, XU et coll., 2005]. The 
concept of a biosensor, based on cells as the sensing elements to monitor toxicity and cell 
metabolism, has already been demonstrated using electric cell-substrate impedance sensing 
[KEESE et coll., 1994, ARNDT et coll., 2004]. Optical sensing methods, such as nanoprobes 
and fluorescence microscopy, are also extensively applied to monitor living cell activity 
[KRISHNAN et coll., 2001, VO-DINH et coll., 2006]. Among the optical detection methods 
for living cell sensing, surface plasmon resonance (SPR) is one of the most promising 
candidates for non-invasive detection assays because it does not require labelling agents 
[YOTTER et coll., 2004a]. Here, we demonstrate that SPR can be combined with living cells 
to monitor the effect of different molecular stimuli on cellular activity. 
A surface plasmon is a charge-density oscillation occurring at the interface between a metal 
such as gold or silver and a dielectric [HOMOLA et coll., 1999b]. The following equation 
defines the wave vector of a surface plasmon wave (Ksp): 
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where co is the angular frequency, c the speed of light, and SM and so the respective metal and 
dielectric (sensing medium) permittivity. This equation defines a surface plasmon when the 
real part of £A/is negative and its absolute value is greater than ED [HOMOLA, 2003]. 
In order to match the wavevectors of the incident light and the surface plasmons, as required 
for surface plasmon resonance, a coupling method (prism or grating) must be used [ZAYATS 
et coll., 2003]. In the Kretschmann geometry, a p-polarized laser beam is reflected on the 
sample through a high refractive index prism at an angle superior to the angle of total internal 
reflection (Fig.la). The reflection at the metal-dielectric interface creates an evanescent field 
in both the metal and the dielectric [HOMOLA, 2006]. This exponentially decaying field is 
strongly attenuated in the metal, but propagates a greater distance (-200 nm) into the 
dielectric (sensing medium). The evanescent field has the following wave vector (KeV) 
equation: 
K„= — nsm0 
c (2) 
where np is the refractive index of the prism and 0 the angle of incidence. Optimal coupling 
between light and plasmons occurs when the momentum conditions match, giving: 
0«,=sin - i ' J_ \
 £M£D 
Knp\sM+sDj (3) 
Therefore, we see that coupling into the surface plasmons occurs at specific conditions of 
incidence angle, laser wavelength and sensing medium refractive index. A modification of the 
sensing medium refractive index, for example caused by the adhesion of biomolecules on the 
surface, will change these conditions for maximum coupling. This coupling appears as a sharp 
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Figure 1: (a) Schematic representation of the surface plasmon resonance apparatus. A laser is 
incident on the gold-coated sample and the reflectance is monitored by a photodetector. A 
rotating polarizer allows the use of the s-polarization, unaffected by the surface plasmon, to 
normalize and decrease noise values, (b) Typical SPR angular scan (c) The evanescent field 
created by the surface plasmon resonance only allows monitoring of events occurring at the 
basal level of the cell (~200nm). 
Recently, SPR has been applied to the real-time monitoring of living cells to probe molecular 
processes [HIDE et coll., 2002, YANASE et coll., 2007]. It has also been used to detect blood 
coagulation and platelet adhesion under physiological flow conditions [HANSSON et coll., 
2007]. Infrared SPR has also been used to monitor the enrichment and depletion of cholesterol 
in the cell plasma membrane [ZIBLAT et coll., 2006]. Changes in cellular morphology, 
observed through microscopy techniques, are often used as a simple mean to evaluate cellular 
activity following specific activation [GIULIANO et coll., 2003, TENCZA et coll., 2004, 
BUTCHER, 2005]. These techniques are ultimately limited by the capacity to discriminate 
changes observed at typical microscopic resolutions. Since cellular activation often results in 
morphology changes such as cell contraction and spreading, it should affect the basal portion 
of the cell, which lies within the evanescent field of the surface plasmon (Fig.lc). Therefore, 
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surface plasmon resonance is an excellent candidate for the real-time monitoring of cellular 
activation involving morphological remodelling. 
In this study, we monitored living cells grown on SPR sensing surfaces following injection of 
various molecular stimuli. First, we used a bacterial endotoxin, lipopolysaccharides (LPS), 
known to cause important cellular response often leading to cell death [HEUMANN et coll., 
2002]. To evaluate sensitivity to activation by a chemical agent, we injected sodium azide, a 
chemical toxin known to prevent cellular respiration by inhibiting the cytochrome c oxidase-
respiratory chain complex IV [LEARY et coll., 2002, ISHIKAWA et coll., 2006]. Finally, to 
demonstrate the SPR response to specific pharmacological activation, we used thrombin, 
which is a physiological agonist involved in the modulation of cell layer integrity 
[BOGATCHEVA et coll., 2002, COUGHLIN, 2005]. 
MATERIALS AND METHODS 
Cell culture 
Human embryonic kidney-293 (HEK-293) cells (Qbiogene Carlsbad, CA, USA, QBI-HEK-
293A cells) were maintained in Dulbecco's Modification Eagle's Medium (DMEM) 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine, 
2.5ug/ml amphotericin B, 50IU/ml penicillin and 50(ig/ml streptomycin (Wisent, St-Bruno, 
Qc, Canada) at 37°C in 5% C02 incubator. Prior to the experiments, the cells were plated on a 
SPR glass-gold surface in a 60 mm Petri dish and left to grow to confluence. The cell culture 
medium was then washed once and replaced with HEPES-Buffered Salt Solution (HBSS) 
consisting of 20mM Hepes at pH 7.4, 120mM NaCl, 5.3mM KC1, 0.8mM MgS04, 1.8mM 
CaC12, and ll.lmM dextrose. HEK-293 cells were respectively stimulated with various 
concentrations of lipopolysaccharides (5ug/ml to 5mg/ml) from Escherichia coli, 6.5mg/ml 
sodium azide and 2U/ml thrombin (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). 
Surface plasmon resonance substrates 
Standard glass microscope slides were used as base substrates. Prior to metal deposition, the 
glass slides were cleaned in piranha solution to remove any contaminants; afterwards they 
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were placed under vacuum for metal deposition (BOC Edwards evaporator, model: AUTO 
306). A chromium adhesion layer (3nm) and a gold layer (48nm) were deposited subsequently 
without breaking vacuum between evaporation. Prior to cell culture, the gold surfaces were 
coated with poly-L-lysine (Sigma, Oakville, ON) to ensure good cellular adhesion. 
Surface plasmon resonance apparatus 
The analysis was performed at room temperature on a custom-built surface plasmon resonance 
apparatus. The substrate is placed on top of a BK7 (n = 1.515 at 635nm) coupling prism 
(Melles Griot, USA) with a layer of refractive index matching fluid (Cargille Laboratories, 
New Jersey). A 4 mW stabilized laser diode centered at a wavelength of 635 nm (Thorlabs, 
Inc., USA) is reflected off the gold surface and passed through a motorized linear polarizer. 
As only the p-polarization is coupled into the surface plasmons, the s-polarization is used as a 
reference to remove the dependence on laser power drift and other time-dependant noise 
sources. The intensity of the polarized laser beam is measured with a biased photodetector 
(Thorlabs, Inc., USA) and the signal is acquired and processed in a custom-developed 
Lab VIEW control interface program. Reflectance as a function of angle was measured before 
each experiment (Fig. lb). A fixed angle was then selected in the quasi-linear region of the 
SPR response and reflectance as a function of time was monitored. Data were treated to 
remove instantaneous refractive index changes caused by injection of the stimulating agent. 
Results are given in reflectance variation units (RVU), where 1 RVU represents 0.1% 
variation in total reflectance. 
Phase contrast microscopy 
Micrographs of the cell morphology changes were obtained using an inverted fluorescence 
microscope (AxioVert 200, Carl Zeiss, Germany) equipped with a phase-contrast system. All 
images were captured with a 40X phase-contrast objective, a high sensitivity camera 
(AxioCam MRm, Carl Zeiss, Germany) and analyzed with AxioVision LE software. 
Statistics 
Data are shown as mean value ± standard error of the mean (s.e.m.). To determine 
significance of differences (p<0.05), we used an analysis of variance (ANOVA) between the 
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groups and a post-hoc test with the Dunnett procedure to compare each mean with the control 
group. 
RESULTS 
To show that SPR can be applied to the monitoring of cell morphology remodeling, we first 
stimulated the cells with lipopolysaccharides (LPS). Figure 2a shows two typical SPR angular 
scans of a confluent HEK-293 cell monolayer, taken before (O) and after a 30 min stimulation 
(X) of 5mg/ml LPS. The quasi-linear region of the reflectance curve, between 71° and 74°, is 
displaced to lower angles after stimulation. As shown in Figure 2b, at a fixed angle of 72°, the 
normalized reflectance (the ratio of orthogonal polarizations) goes from 0.625 to 0.457 after 
30 min of LPS stimulation, an indication that SPR is sensitive to cell changes occurring as a 
result of their stimulation by LPS. 
To evaluate the sensitivity of the method to a variation in stimulus concentration, we injected 
varying amounts of LPS. Figure 2c shows the average SPR responses (n = 3 or 4) of HEK-293 
cells stimulated by injecting 5ug/ml, 50ug/ml, 500ug/ml, 2mg and 5mg/ml of LPS. The results 
show that an increase in LPS concentration leads to an increase in the magnitude and slope of 
the measured SPR response. 
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Figure 2: (a) Angular scans of a HEK-293 cell monolayer taken before (O) and after 30min 
(X) of the injection of 5mg/ml lipopolysaccharides. (b) Corresponding reflectance 
measurements taken for a fixed angle, 72°, over the 30min period, (c) Average reflectance 
variations (n = 3 to 4) of cellular response following stimulation by 5ug/ml, 50ug/ml, 
500ug/ml, 2mg/ml and 5mg/ml lipopolysaccharides. Error bars are presented on the last 
plotted point. 
In Figure 3, we compared the SPR response obtained through the stimulation of cells with 
three distinct well-known biomolecular and chemical agents. A comparison of the SPR signals 
with phase contrast micrographs taken before and at different time intervals after the 
stimulation was used to confirm and clarify the morphological origin of the SPR signal 
variations. As a negative control, to address the possibility of SPR response changes being 
solely induced by the addition of liquid and/or temperature changes in the fluid chamber or an 
indirect cellular stimulation by shear stress, we stimulated the cells with only the HBSS 
solution. As expected, no significant variation in the SPR signal was observed after the 
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injection of HBSS (Fig.3a). This result was also confirmed by phase contrast microscopy, 
which showed no detectable change in the cell morphology (Fig.3a: -5, 5 and 30 min). 
Figure 3b shows the averaged SPR response (n=4) of HEK cells after stimulation with 
500ug/ml LPS. The results show a rapid and large decrease in the measured laser reflectance 
over the duration of the experiment, for a total variation of-78 ± 8 RVU (p<0.01) 30 min after 
LPS injection. To determine if the measured reflectance variation is related to changes in cell 
morphology, we again compared the SPR measurements with phase contrast microscopy. As 
can be seen on the micrographs in Figure 3b, changes in cell morphology are already 
noticeable 5 min after LPS injection and particularly clear after 30 min, as indicated by the 
collapse of intracellular structure (See black arrows). 
In Figure 3c, we present the averaged SPR monitoring (n=3) of cellular response induced by 
the cytotoxic agent sodium azide, after injecting a 6.5mg/ml concentration. We observed a 
decrease of the measured laser reflectance that reaches a constant plateau after -15 min. The 
maximal reflectance change was measured to be -35 ± 6 RVU (p<0.05). Phase contrast 
microscopy showed an increase in the size of the intercellular space as a result of cell 
shrinkage (arrows in Fig.3c). 
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Figure 3: (Left) Average reflectance variations (n = 3 to 4) as a function of time of a HEK-
293 cell monolayer after stimulation by the injection of (a) HBSS solution, (b) 
lipopolysaccharides 500ug/ml, (c) sodium azide 6.5mg/ml and (d) thrombin 2U/ml. (Right) 
Phase contrast micrographs taken 5min before, 5min after and 30min after the injection of the 
described stimuli. Black arrows show morphological changes occurring as a result of the each 
stimulation. 
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Finally, we applied SPR to the monitoring of the specific activation of cells by the 
physiological agonist thrombin. The averaged monitoring (n=4) of SPR reflectance variations 
after injection of 2U/ml thrombin can be seen in Figure 3d. A biphasic response characterized 
by a maximal decrease in the signal equivalent to -30 ± 7 RVU (p<0.05) immediately after 
stimulation is observed, followed by a slower recovery back to the baseline. As with previous 
experiments, this SPR signal variation is associated with morphology changes as observed in 
the phase contrast micrographs (arrows in Fig.3d). Indeed, 5 min after thrombin injection, a 
noticeable cell contraction can be observed together with an increase in the area of 
intercellular gaps. In addition, the slow recovery phase of the SPR signal is associated with a 
respreading of the cells as shown in the micrograph taken 30 min after stimulation. 
Note that injection of a stimulating agent (LPS, sodium azide, thrombin) onto a bare gold 
surface (without cells) induces an increase of reflectance in the SPR signal (data not shown). 
On the contrary, adding the same agent at the same concentration, in presence of cells, leads to 
a decrease in reflectance. 
DISCUSSION 
Association of the SPR response with cell morphological changes confirmed by phase contrast 
microscopy shows that combining surface plasmon resonance with a confluent living cell 
monolayer can be used to form a broad-range biosensor that allows the monitoring of 
chemical or biological agents that induce morphological changes in the cells. 
Lipopolysaccharide is an endotoxin affecting a living cell by the activation of its membrane 
receptor [RAETZ et coll., 2002]. LPS is strongly implicated in the inflammatory response 
induced by Gram-negative bacteria such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus 
[HEUMANN et coll., 2002]. Tremendous efforts are deployed to develop new diagnostic 
methods to detect in real-time such infections in a clinical environment [LAZCKA et coll., 
2007, MAALOUF et coll., 2007]. Many studies have already described the cellular effects of 
LPS on various cell types and have demonstrated that this agent induces cell death, associated 
with morphological changes such as cell rounding and membrane blebbing [ALIPRANTIS et 
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coll., 1999, CHAKRAVORTTY et coll., 2000]. Phase contrast microscopy shows the collapse 
of intracellular structure, an effect previously documented in cells treated with LPS [LIU et 
coll., 2005]. Those results demonstrate that SPR can monitor in real-time the effect of LPS on 
living cells. The concentration-dependency of the SPR response shows that the combination of 
SPR with living cells can be used as a toxicity biosensor in order to quantitatively assess the 
level of LPS toxin in an environment. 
Sodium azide is a toxic chemical compound used for many purposes, such as a preservative 
for aqueous laboratory reagents as well as a gas-generating agent in automobile airbags 
[CHANG et coll., 2003]. This substance is noxious for human health and its presence in an 
increasing variety of products makes it a good candidate for toxicity detection in our system. 
At a cellular level, as observed in our phase contrast results, sodium azide is known to cause 
cell shrinkage, which is associated with cell death by the inhibition of cellular respiration 
[ISHIKAWA et coll., 2006]. Again, SPR response to this chemical agent shows that 
combining this detection technique with living cells performs well as a cytotoxicity biosensor. 
We can envision a self-sufficient module where the cells are exposed to the environment and 
which would generate an alert when sufficient amounts of toxins are detected, as previously 
demonstrated with electric cell-substrate impedance sensing [GILCHRIST et coll., 2001]. A 
portable biosensor based on this detection method could then be used to insure environment 
viability where chemicals like sodium azide are used. 
Thrombin is a well-known agonist implicated in hemostasis and vascular endothelium 
permeability [ARNOUT et coll., 2006, KOMAROVA et coll., 2007]. The activation of 
protease activated receptors (PAR-1) by thrombin is well documented to lead to cell 
contraction [NOBE et coll., 2005]. The phase contrast microscopy images, showing cellular 
contraction, correlate well with the observed SPR response. In these micrographs, we observe 
an increase in the size of the intercellular gaps leading to the modulation of the cell layer 
permeability; this is a hallmark of the cell stimulation by thrombin [BOGATCHEVA et coll., 
2002, COUGHLIN, 2005]. In our experiment, the decrease in the SPR signal is believed to be 
largely dependent upon the formation of these intercellular gaps. Noticeably, these gaps 
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induced by thrombin gradually disappear as seen by the cells returning to their initial shape. 
For this recovery phase, the evolution of the SPR signal is also in good correlation with the 
phase contrast micrograph. 
As the cells have a higher refractive index than the surrounding liquid medium [BEUTHAN et 
coll., 1996], changes in cell surface adhesion and/or morphology result in a corresponding 
change in the effective index of refraction on the sensing surface overall by changing the 
proportion in which the cells and the HBSS solution affect the plasmon resonance. This in 
turn results in an observable SPR signal. Since the injection of a stimulating agent onto bare 
gold surfaces induces an increase in SPR reflectance and adding the same agent at the same 
concentration in the presence of cells leads to a decrease in reflectance, it is clear that the 
observed SPR reflectance changes are mainly due to cellular changes, while the surface 
adsorption of the agent does not have a significant effect. Moreover, we have shown that the 
system response is dependent upon the concentration of the injected stimulus and that a dose-
response curve can be obtained. We have also shown that a biphasic cell response can be 
monitored, as demonstrated with thrombin in Figure 3d by a cell contraction followed by cell 
recovery. 
CONCLUSION 
Surface plasmon resonance has the capacity to determine adhesion and morphological changes 
in cellular activity in real-time following activation through various agents. The cell 
population is used as the sensing element and thus acts as a reporter of the cellular 
environment. This technique could be used for biosensing in environmental and health care 
applications to determine toxin presence and their corresponding cellular response, as well as 
in pharmacological studies to better understand cell signaling pathways or identify new 
pharmacological molecules. The main advantage of this type of biosensor is the possibility to 
detect in a label-free method a broad range of molecules involved in a wide variety of 
biological reactions, since a single cell can react to a broad range of toxins and molecules. 
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For the purpose of demonstration, we limited our study to one cell type. The technique could 
be applied to a large array of cell lines, including epithelial and endothelial cells, to broaden 
the range of the biosensor - the cell population would however need to be robust, stable, and 
firmly attached to the sensing surface. For generalized point-of-use biosensing, cell types that 
can resist harsh conditions, such as ambient temperature and a serum-deprivated medium, 
would be used. 
ACKNOWLEDGEMENTS 
This work was supported by funds from Canadian Institutes of Health Research (CIHR: M.G., 
E.E.), the Fonds de la Recherche en Sante du Quebec (FRSQ: E.E.), the Natural Sciences and 
Engineering Research Council of Canada (NSERC: V.A., P.C., M.G.) and the Fonds 




Un systeme de biodetection base sur la resonance des plasmons de surface a ete concu et 
realise. La technique de couplage selectionnee consistait en l'emploi de la reflexion totale 
attenuee dans un prisme equilateral. Tel que demontre, cette technique de couplage demontre 
une meilleure resolution que la seconde technique usuelle, le reseau de diffraction, et permet 
aussi de s'affranchir de la contrainte de fonctionner en milieu peu diffusant. Deux alternatives 
de detection peuvent etre employees pour la mesure a partir du systeme, soit 1'interrogation 
angulaire et le suivi a angle fixe. Comme il a ete demontre, 1'interrogation angulaire, lorsque 
combinee avec l'emploi d'une source d'excitation a longueur d'onde rouge, permet d'obtenir 
une excellente sensibilite, legerement inferieure a 1'interrogation de phase. Cette derniere 
methode necessite cependant du materiel plus complexe, diminuant ainsi sa facilite 
d'utilisation, une specification posee lors de la conception du systeme. Le suivi de puissance a 
angle fixe, lorsque combine a une normalisation de la reflectance a l'aide de la polarisation 
TE, permet d'obtenir une excellente stabilite et sensibilite, et permet de plus la deduction 
directe des cinetiques de reaction, sans necessiter l'emploi d'un algorithme de localisation du 
minimum de reflectance. 
Au niveau des substrats, il etait possible de deposer de fines couches metalliques sur des 
lames conventionnelles de microscopie, representant une alternative faible cout pour la 
fabrication. L'argent a ete confirme comme demontrant une meilleure sensibilite que Tor, 
puisqu'il presentait une courbe de couplage nettement plus etroite que ce dernier. Cependant, 
1'argent demontrait une faible stabilite aux acides et solvants et s'oxydait ra'pidement. Les 
tests subsequents ont done ete realises sur substrats d'or. Une couche de silice de faible 
epaisseur (5nm) a aussi pu etre deposee sur des substrats d'or pour permettre la liaison de 
reactifs normalement employes sur le verre. 
La cellule fluidique concue a permis l'utilisation du systeme avec des solvants, acides et bases 
puissants, puisque fabriquee en Teflon™. Tel que decrit, ce materiau demontre une forte 
hydrophobicite, ce qui limite sa reactivite, et offre une excellente resistance chimique. De 
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plus, cette cellule etait fabriquee en une seule piece et done simple a installer sur un substrat. 
Le montage vertical du goniometre facilitait l'utilisation de cette cellule pour ajouter et retirer 
les reactifs a T etude sans necessiter de pompe. 
Les mesures du photodetecteur etaient normalisees grace a la polarisation TE, augmentant la 
stabilite a plus long terme. Une routine de calibration permettait d'obtenir les parametres 
optimaux d'alignement optique sous la forme d'un decalage a appliquer au logiciel de controle 
des moteurs. Cette calibration du systeme permettait done une bonne reproductibilite des 
mesures. L'analyse des resultats de balayage angulaire etait effectuee par un algorithme de 
ligne de base dynamique et une modelisation polynomiale d'ordre 8. Tel que demontre au 
chapitre 2, l'algorithme de la ligne de base dynamique permet de negliger les variations 
verticales dans la courbe de couplage et presente done une plus grande immunite au bruit. La 
modelisation polynomiale a ordre eleve tient compte de l'asymetrie de la courbe de couplage, 
elle permettait done d'obtenir une plus grande precision dans la determination de Tangle de 
couplage. 
Le systeme a ete caracterise sur plusieurs niveaux. L'erreur reliee a la fidelite a ete evaluee a 
±0,006° au niveau de la mesure. Des calibrations successives ont demontre une fidelite de 
±0,022° sur la calibration. Le systeme demontre une sensibilite pour le balayage angulaire de 
146,57°/RIU aux indices de refraction avoisinant celui de l'eau, ce qui represente un 
changement de Tangle de couplage de 146,57 degres pour une variation d'indice de refraction 
unitaire. Le systeme permet une interrogation angulaire entre les angles 40° et 70°, fixant la 
plage dynamique du systeme a la mesure d'indices de refraction situes entre 1 et 1,3475. 
Quant a la limite de detection, elle peut etre estimee a 4,8x10"5 RIU. Pour la sensibilite de la 
mesure de puissance a angle fixe, elle a ete evaluee a 37774 RVU/RIU. Cette mesure permet 
d'evaluer des variations maximales d'indice de refraction de 0,01 RIU, afin de conserver 
Tangle d'observation dans la region lineaire de la reponse SPR. La limite de detection est 
evaluee a 2,7x10"5 RIU. 
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Le systeme de biodetection developpe repond bien aux specifications de conception enoncees 
a la section 1.4. En effet, il demontre une bonne sensibilite et une resolution comparable a un 
systeme commercial, par exemple le Biacore 3000 qui demontre une resolution de 10" RIU 
[Biacore 3000 Product Brochure, 2003]. II inclut une routine de calibration assurant une 
bonne reproductibilite des mesures. Au niveau de la flexibilite, il permet l'emploi de substrats 
differents ou le remplacement de la source d'excitation, et permet aussi d'adapter la plage de 
detection pour differentes reactions moleculaires, notamment par la selection de Tangle 
d'observation pour un suivi a angle fixe. Les substrats d'or, possiblement recouverts de silice, 
demontrent une bonne stabilite, assurant encore une fois la reproductibilite des mesures. lis 
sont compatibles avec les techniques de sterilisation usuelles, permettant la croissance 
cellulaire a meme le substrat. Une cellule fluidique completement etanche et resistante 
chimiquement permet l'exposition du substrat aux reactifs a l'etude. Puisque son materiau de 
fabrication limite l'adhesion des reactifs sur ses parois, la cellule est facilement nettoyable. 
Finalement, l'interface developpee, le controle totalement automatise et l'algorithme 
d'analyse rendent le systeme simple d'utilisation par du personnel technique de laboratoire. 
Le systeme developpe beneficierait cependant de quelques ameliorations. Notamment, il 
pourrait etre interessant de lui ajouter un controle actif de la temperature afin de l'isoler des 
fluctuations dues a la climatisation des locaux. Ce controleur thermique pourrait lui aussi 
communiquer avec l'interface utilisateur developpee dans Lab VIEW. Aussi, l'etude presente 
etait limitee a l'emploi d'une lignee cellulaire stable a temperature ambiante. Un controleur 
thermique permettrait de s'approcher des conditions physiologiques, soit une temperature 
avoisinant 37° Celsius, et ainsi fonctionner avec une plus grande variete de lignees cellulaires. 
La cellule fluidique employee pour les etudes biomoleculaires pourrait elle aussi etre modifiee 
de plusieurs facons. Tout d'abord, la separation de la cellule en plusieurs canaux distincts et le 
remplacement du photodetecteur par une camera permettraient d'effectuer des mesures de 
controle en conditions identiques aux reactions a l'etude. Ces canaux additionnels 
permettraient aussi de s'affranchir des variations de reponse causees par des effets parasites, 
telles des fluctuations de temperature ou une deviation de la puissance du laser, en soustrayant 
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un canal controle du canal a l'etude. Ensuite, il pourrait etre interessant d'ajouter un systeme 
de pompes permettant de remplir et vider la chambre des reactifs, avec un controle du debit a 
meme l'interface utilisateur. Un tel systeme permettrait de s'assurer d'une concentration 
constante des reactifs employes et permettrait de continuer la mesure a travers une serie de 
lavages du substrat. Les effets relies au transport de masse, notamment la limitation dans la 
cinetique d'une reaction causee par la vitesse de diffusion, pourraient etre potentiellement 
elimines. 
La presente etude demontre done qu'il est possible d'employer une population de cellules 
comme rapporteur de l'environnement cellulaire et de mesurer la reponse de ces cellules grace 
a la resonance des plasmons de surface. Lorsque combinee a une couche de cellules vivantes, 
il a ete demontre que la SPR permet la mesure de l'activite cellulaire. Le signal SPR a pu etre 
relie aux changements morphologiques observes en microscopie a contraste de phase. Trois 
types de stimulation ont ete suivies en temps reel sur le systeme SPR developpe, demontrant 
ainsi le potentiel de cette technique pour la detection d'une large gamme de reponses 
cellulaires impliquant un changement de morphologie. 
Le systeme de biodetection concu permet done la mesure de l'activite cellulaire. II pourrait 
potentiellement etre employe pour des applications environnementales ou medicales afin 
d'evaluer la presence de toxines et leur effet sur des cellules. L'avantage principal de ce 
biocapteur consiste en la possibilite d'etudier une large gamme de molecules, impliquees dans 
une grande variete de reactions biologiques. Un tel systeme de biodetection pourrait permettre 
1'identification de nouveaux composes pharmacologiques actifs. Ce systeme pourrait aussi 
etre employe pour l'etude de la cellule elle-meme, afin d'eclaircir certains mecanismes 
cellulaires complexes, par exemple la permeabilite vasculaire. 
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APPENDICE 1 - ANALYSE MATHEMATIQUE DE CINETIQUES 
Les biocapteurs a base de resonance des plasmons de surface sont couramment employes afin 
de caracteriser l'attachement de molecules. De plus, les cinetiques de ces reactions 
moleculaires peuvent etre directement deduites des analyses SPR [GREEN et coll., 2000]. Ces 
donnees de cinetique sont importantes pour connaitre precisement les constantes cinetiques, 
telle la constante d'association, pour une reaction donnee. Cette connaissance permet de 
determiner l'effet d'un catalyseur, d'un inhibiteur ou de diverses conditions sur la vitesse 
d'une reaction. 
L'adhesion non specifique sur le substrat, definie comme etant l'adsorption sur une surface 
par des interactions d'attraction plus faibles, vient compliquer la tache de deduction des 
cinetiques [BLAWAS et coll., 1998]. Ce probleme survient dans un grand nombre d'etudes 
pharmacologiques et les resultats sont normalement traites en soustrayant la partie lineaire 
reliee a l'adhesion non specifique [RANG et coll., 1999]. Un modele simple de traitement a 
ete con9u et applique a la deduction de la cinetique de liaison d'une bradykinine modifiee a 
une cysteine par voie de ligation chimique native catalysee par l'acide 4-
mercaptophenylacetique (MPAA). Le schema reactionnel pour cette ligation chimique peut 
etre retrouve sur la figure A28 dans la section 3.3.6. 
La figure A 1.1 montre un resultat typique du suivi de cette reaction par resonance des 
plasmons de surface. On remarque sur la figure que la reponse SPR demontre la presence 
d'une composante exponentielle couplee a une tendance lineaire. A l'oppose, le controle, 
obtenu par une ligation chimique native catalysee entre une bradykinine non modifiee et une 
cysteine reactive, demontre l'allure typique d'une adhesion non specifique sur le substrat SPR. 
On remarque ici qu'il n'y a qu'une composante lineaire dans la reponse SPR mesuree. Ceci 
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Figure A 1.1 : Comparaison d'une reaction catalysee de ligation chimique native pour une 
bradykinine modifiee et une bradykinine non modifiee 
Les courbes de cinetique de la reaction suivie par SPR ont done ete modelisees de facon non 
lineaire. Tel que vu precedemment, le modele a appliquer aux donnees de la reaction 
consistait en une partie exponentielle, representant la cinetique reelle de liaison obtenue, 
additionnee a une partie lineaire, representant l'adhesion non specifique sur le substrat. Le 
modele est done : 
axe
 T
 + a2t (Al-1) 
Ou ai et ci2 represented des constantes, t le temps et x la constante de temps de la reaction. La 
fonction de merite definie pour l'optimisation consistait simplement en la somme du carre des 
erreurs entre le modele et les donnees SPR. Les parametres optimaux du modele pouvaient 
ensuite etre obtenus par la recherche iterative du minimum de la fonction de merite. 
L'optimisation non lineaire sans contrainte a ete realisee dans le logiciel MATLAB a partir de 
la methode simplex de Nelder-Mead (Nelder-Mead 1965). La methode simplex Nelder-Mead 
est une methode de recherche directe, ne faisant pas appel aux derivees de la fonction de 
merite [LAGARIAS et coll., 1998]. Elle est simple a implementer et souvent la meilleure 
solution pour les problemes d'optimisation ne demandant pas une forte puissance de calcul 
[PRESS et coll., 1992]. 
62 
La figure A1.2 montre les parametres obtenus en appliquant cette methode d'optimisation sur 
une courbe SPR typique. Ce resultat a ete obtenu apres 416 iterations et 777 evaluations de la 
fonction de merite, pour un minimum obtenu de 1.77077 a une tolerance de 10"10. On peut 
aussi y voir la decomposition du modele en ses deux composantes exponentielle et lineaire. 
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Figure A 1.2 : Modelisation d'un courbe SPR typique de ligation chimique native catalysee 
Chaque substrat SPR presentait un niveau de reactivite different quant au nombre de sites 
d'attache disponibles, relie a la fonctionnalisation du substrat par la cysteine. Les resultats 
SPR ont done du etre individuellement traites pour en extraire leur cinetique. Le temps 
necessaire pour atteindre le maximum de liaison a pu etre determine en normalisant chaque 
experience par sa propre valeur maximale d'adhesion specifique. La figure A 1.3 demontre les 
cinetiques moyennes tirees de la modelisation individuelle des mesures de resonance des 
plasmons de surface, pour differentes concentrations du catalyseur MPAA. 
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Figure A 1.3 : Compilation des cinetiques de ligation chimique native pour differentes 
concentrations du catalyseur, obtenues par modelisation 
Ces resultats ont pu faire l'objet d'une publication [WIECZERZAK et coll., 2008]. 
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